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 Samenvatting 
Om uitbraken van ziekten, zoals Droge mollen (Verticillium fungicola), Bacterievlekken (Pseudomonas 
tolaasii) en Groene schimmels (Trichoderma harzianum) terug te dringen is het noodzakelijk dat er snelle 
detectiemethoden ter beschikking komen. PPO-Paddestoelen heeft met PRI in Wageningen een 
samenwerking opgezet om de mogelijkheden van fluorescentietechnologie te onderzoeken. PRI heeft een 
technologie ontwikkeld (MIPS) om bij planten op basis van chlorofyl-fluorescentiepatronen vroegtijdig en 
geautomatiseerd infecties op te sporen. In dit project is gekeken of met een vergelijkbare technologie 
vroegtijdig infecties bij paddestoelen opgespoord kunnen worden. 
 
Vruchtlichamen van paddestoelen zijn in dit onderzoek geïnfecteerd met diverse pathogenen. Van deze 
vruchtlichamen zijn gedurende enige tijd zowel kleurenopnames als fluorescentieopnames gemaakt. Uit 
deze opnames blijkt dat bij gezonde witte champignons een egale fluorescentie optreedt. Bij aantasting 
door pathogenen ontstaan er donkere vlekken. Het vlekkenpatroon is vergelijkbaar met het beeld dat in de 
kleurenopnames zichtbaar is. Het moment waarop de vlekken verschijnen is bij de fluorescentieopnames 
niet eerder dan bij de kleurenopnames. Dit betekent dat door fluorescentiebeelden de aantastingen door 
pathogenen niet vroegtijdig zichtbaar gemaakt kunnen worden. Ook door de fluorescentiebeelden met de 
kleurenbeelden door middel van beeldanalysetechnieken te combineren, kan hierin geen verbetering 
aanbrengen. Soms treedt er binnen de plek van een aantasting, een versterkt fluorescentiesignaal op. Dit 
signaal is echter niet specifiek voor aangetast weefsel omdat het ook regelmatig bij gezonde stelen 
voorkomt. 
 
Op basis van de resultaten in dit onderzoek wordt geen vervolgproject voorgesteld om 
fluorescentietechnieken te gebruiken voor het vroegtijdig herkennen van ziekten. Gezien het belang van 
deze vroegtijdige herkenning is het nodig om te blijven zoeken naar andere of nieuwe technieken die hier in 
wel een rol kunnen spelen. Momenteel loopt er bij PPO-Paddestoelen een onderzoek naar moleculaire 
detectietechnieken om vroegtijdig pathogenen op te sporen. Dit jaar zal de techniek geoptimaliseerd 
worden en tot implementatie worden overgegaan. 
 
In de toekomst zullen beeldanalysesystemen meer en meer toegepast gaan worden in de 
paddestoelenteelt. Op basis van kleurenbeelden kan dan mogelijk een waarschuwingssysteem ontwikkeld 
worden waarmee aantastingen snel opgespoord kunnen worden. 
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 1 Inleiding 
 
In de paddestoelenteelt komen nog steeds ziekten voor die tot aanzienlijke inkomstenderving kunnen leiden. 
In de champignonteelt wordt de jaarlijkse schade ten gevolge van alleen al Droge mollen (Verticillium 
fungicola) geschat op 10 miljoen euro. Ook kunnen Bacterievlekken (Pseudomonas tolaasii) in de 
champignonteelt en Groene schimmel (Trichoderma spp.) in de Oesterzwammenteelt aanzienlijke 
inkomstenderving veroorzaken.  
Om uitbraken van ziekten, zoals Droge mollen, Bacterievlekken en Groene schimmels terug te dringen is het 
noodzakelijk dat er snelle detectiemethoden ter beschikking zijn. Door het steeds verder inkrimpen van het 
aantal toegelaten chemische bestrijdingsmiddelen is er een situatie ontstaan die zorgelijk is. Tegen 
bijvoorbeeld Droge mollen kan nog slechts één middel (Prochloraz) worden ingezet. Dit brengt ook het 
gevaar op resistentieontwikkeling snel naderbij. De dreiging van een uitbraak van ziekten is een reëel 
gevaar. Daarbij zijn de ter beschikking staande curatieve middelen onvoldoende. Gezien de geringe 
hoeveelheid middelen die momenteel beschikbaar zijn is het noodzakelijk om infecties snel op te sporen en 
hiervoor snelle detectiemethoden te ontwikkelen.  
 
PPO-Paddestoelen heeft met PRI in Wageningen een samenwerking opgezet om de mogelijkheden van 
fluorescentietechnologie te onderzoeken. PRI heeft een technologie ontwikkeld (MIPS) om bij planten op 
basis van chlorofyl-fluorescentiepatronen infecties op te sporen (Jalink, 1999). In dit project is gekeken of 
met een vergelijkbare technologie infecties bij paddestoelen opgespoord kunnen worden. 
 
PPO-Paddestoelen heeft samen met PRI een voorstudie gedaan met nieuw ontwikkelde apparatuur voor het 
meten van fluorescentiepatronen in niet chlorofylhoudend materiaal. Hieruit is gebleken dat er verschillen 
bestaan in het fluorescentiepatroon van zieke en gezonde paddestoelen. Deze techniek lijkt daarom 
veelbelovend om vroegtijdig infecties bij paddestoelen op te sporen. Het is echter nog onbekend op welke 
tijdstippen na infectie en bij welke pathogenen deze verschillen ontstaan. Daarnaast is ook nog onbekend of 
met fluorescentie technieken infecties sneller opgespoord kunnen worden dan met normale kleurenbeelden. 
Door het tijdig opsporen van infecties kan de teler curatieve maatregelen nemen om verdere verspreiding te 
voorkomen. Vroegtijdige detectie van infecties bij paddestoelen zal de infectiedruk van het pathogeen sterk 
verminderen. De teler kan dan namelijk curatieve maatregelen nemen om verdere verspreiding te 
voorkomen. Mocht deze techniek in staat zijn om vroegtijdig ziektes op te sporen dan kan deze techniek 
gebruikt worden om apparatuur te ontwikkelen waarmee in de cel geïnfecteerde paddestoelen opgespoord 
kunnen worden. Ook kan de techniek geïntegreerd worden met toekomstige Vision technieken tijdens het 
oogsten of monitoren van de groei van paddestoelen. Bij planten is een vergelijkbare techniek succesvol 
gebleken (MIPS). 
Het doel van dit onderzoek is het verkennen van de mogelijkheden om fluorescentietechnieken te gebruiken 
voor het vroegtijdig opsporen van pathogenen in de paddestoelenteelt. 
Het project is uitgevoerd door PPO-Paddestoelen in samenwerking met Dr J. Jalink en R. van der Schoor 
van de afdeling Bioscience van PRI te Wageningen. 
 
 
Het uitgevoerde onderzoek is gefinancierd door het Productschap Tuinbouw (PT). 
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 2 Proefopzet en uitvoering 
Bij diverse soorten paddestoelen is gekeken naar het effect van de kleur op het fluorescentiebeeld. Bij de 
witte champignon zijn vruchtlichamen blootgesteld aan diverse pathogenen (Tabel 1) waarna met een 
fluorescentie- en een kleurencamera, het infectieverloop is vastgelegd (Figuur 1). 
Paddestoelen zijn opgekweekt in plastic potjes met substraat. Na een periode van myceliumgroei zijn de 
cultures tot knopvorming gebracht. Hierna zijn de cultures in een kunststof box met hoge RV (90-100%) 
ondergebracht van waaruit de fluorescentie- en kleurenbeelden gemaakt konden worden. 
 
 
Tabel 1. Weergave van diverse screenings waarbij de invloed van de hoedkleur en de aantasting door 
pathogenen op het fluorescentiebeeld is vastgesteld. 
Paddestoelsoort Invloed hoedkleur Ps. tolaasii 1 V. fungicola 2 Tr. harzianum 3
Witte champignon X X X X 
Bruine champignon X - - - 
Oesterzwam X - - - 
Shii-take X - - - 
1 Bacteriesuspensie op de uitgroeiende knopjes 
2 Sporensuspensie na afdekken over de dekaarde en/of op de uitgroeiende knopjes 
3 Sporensuspensie in broed en/of op de uitgroeiende knopjes 
 
 
 
 
Laser 
Camera 
 
Figuur 1. Schematische weergave van de fluorescentieopstelling.  
Een speciale laser tast het gehele vruchtlichaam af terwijl de camera dit in een beeld vastlegt.  
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 3 Resultaten 
De resultaten die in dit rapport besproken worden, zijn een representatieve selectie uit de diverse screening 
sessies. De fluorescentiebeelden zijn soms blauw, soms rood weergegeven. Dit zegt niets over het 
werkelijke fluorescentiebeeld dat in grijstinten met een camera wordt opgenomen. Deze rode of blauwe 
kleur wordt achteraf slechts aangebracht voor visuele doeleinden. 
3.1 Fluorescentie bij gekleurde paddestoelen 
Bij gekleurde paddestoelen is het fluorescentiesignaal sterk afhankelijk door de kleur. Alleen de 
lichtgekleurde delen lichten op. Bij bruine champignons (Figuur 2) en Shii-take (Figuur 3) komt hierdoor het 
schubbenpatroon duidelijk naar voren. Indien de paddestoel geheel bruin is dan treedt er vrijwel geen 
fluorescentie op (Figuur 2, rechter champignon).  
Ook bij de oesterzwam wordt de fluorescentie door de kleur bepaald. Bij een egaal gekleurd vruchtlichaam 
is ook de fluorescentie egaal. Indien het midden van de hoed donkerder is dan is hier de fluorescentie ook 
veel minder (Figuur 4). 
 
Kleurenbeeld         Fluorescentiebeeld 
 
Figuur 2. Twee vruchtlichamen van de bruine champignon zonder aantastingen.  
 
Kleurenbeeld         Fluorescentiebeeld 
 
Figuur 3. Twee vruchtlichamen van Shii-take zonder aantastingen. 
 
Kleurenbeeld     Fluorescentiebeeld      Kleurenbeeld                Fluorescentiebeeld 
 
Figuur 4. Twee vruchtlichamen van de Oesterzwam zonder aantastingen. Links een egaal gekleurd 
vruchtlichaam en rechts een vruchtlichaam met een donkerder gekleurd midden van de hoed. 
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 3.2 Fluorescentie bij witte champignons 
Uit de fluorescentiebeelden blijkt dat gezonde witte champignons een egaal licht fluorescentiebeeld geven. 
Op de plekken die door pathogenen zijn aangetast treedt vrijwel altijd een verzwakking van het 
fluorescentiesignaal op (Figuur 5). Dit betekent dat de kleur hier donkerder is dan op niet aangetaste 
plekken. De aantasting is meestal zichtbaar als een zwarte vlek. Aan de randen van de hoeden is de kleur 
donkerder door schaduwwerking zoals dat bij een normaal kleurenbeeld ook optreedt. 
In sommige gevallen wordt het signaal echter versterkt. Dit is zichtbaar als een opvallend lichtere kleur dan 
de rest van de champignon. Dit verschijnsel kan optreden bij aantastingen (Figuur 6), bij niet geïnfecteerde 
delen (Figuur 5) of gezonde paddestoelen (Figuur 7). Het versterkt signaal komt het vaakst voor bij stelen. 
 
 
Infectie 
Pseudomo-
nas tolaasii 
Verzwakt  
signaal 
Versterkt 
signaal 
Figuur 5. Versterking en verzwakking van het fluorescentiesignaal bij champignons geïnfecteerd met 
Pseudomonas tolaasii.. Links wordt het kleurenbeeld en rechts het fluorescentiebeeld weergegeven. 
 
 
Versterkt 
signaal 
Versterkt 
signaal 
Figuur 6. Versterking en verzwakking van het fluorescentiesignaal bij champignons geïnfecteerd met 
Verticillium fungicola. Links wordt het kleurenbeeld en rechts het fluorescentiebeeld weergegeven. 
Verzwakt  
signaal 
 
 
Versterkt 
signaal 
Figuur 7. Versterking van het fluorescentiesignaal bij champignon zonder infectie (controle). Links wordt het 
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 kleurenbeeld en rechts het fluorescentiebeeld weergegeven. 
3.3 Verticillium fungicola (Droge mol) 
De kleurenopnames (Figuur 8) laten verschillende fasen van een infectie zien. In het kleurenbeeld zijn op t=0 
sommige aantastingen (A en B) reeds duidelijk zichtbaar. In het fluorescentiebeeld (Figuur 9) is op dat 
tijdstip bij A doving van het signaal zichtbaar als zwarte vlekken. Op tijdstip t=24 is bij infectie A een kleine 
versterking van de fluorescentie zichtbaar die op t=48 weer gedoofd is. Bij B is de doving zo sterk dat de 
champignon in de achtergrond verdwijnt.  
Aantasting C is op tijdstip t=0 in het kleurenbeeld moeilijk zichtbaar. In het fluorescentiebeeld is deze 
helemaal niet zichtbaar. De eerste fluorescentie doving is pas op tijdstip t=24 zichtbaar. 
 
 
     t=0           t=7            t=24             t=48 
 
A 
B 
C C C
C 
Figuur 8. Vier kleurenbeelden van witte champignons na het aanbrengen van Verticillium fungicola. 
De weergegeven tijd (t) is het aantal verstreken uren tussen de eerste en de volgende opnames. 
 
 
     t=0           t=7            t=24             t=48 
 
C C C
A
Versterkt 
signaal 
A A 
B 
C 
Figuur 9. Vier fluorescentiebeelden van witte champignons na het aanbrengen van Verticillium fungicola. 
De weergegeven tijd (t) is het aantal verstreken uren tussen de eerste en de volgende opnames. 
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 3.4 Pseudomonas tolaasii (Bacterievlek) 
De kleurenopnames laten zien dat al na vier uur, de infectie met het blote oog zichtbaar wordt (Figuur 10). 
Bij de fluorescentiebeelden is op dat moment nog geen infectie te zien (Figuur 11). Pas tussen 6 en 23 uur 
verschijnt er een donkere plek op de plaats van de infectie. 
Op basis van de opnames op tijdstip t=6, is met behulp van beeldanalyse technieken getracht om de 
aantasting te verduidelijken. Het gebruik van de kleurinformatie levert betere resultaten op (Figuur 12) dan 
de combinatie van kleur- en fluorescentiebeelden (Figuur 13). 
 
 
 
     t=0        t=4           t=6            t=23 
Figuur 10. Vier kleurenbeelden van een witte champignon na het aanbrengen van Pseudomonas tolaasii. 
De weergegeven tijd (t) is het aantal verstreken uren tussen de infectie en de opname. 
 
 
 
     t=0        t=4           t=6            t=23 
Figuur 11. Vier fluorescentiebeelden van een witte champignon na het aanbrengen van Pseudomonas 
tolaasii. De weergegeven tijd (t) is het aantal verstreken uren tussen de infectie en de opname. 
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     A          B             C 
Figuur 12. Drie verschillende beelden met technieken om de aantasting te verduidelijken op basis van de 
kleurenopname op tijdstip t=6. 
 
 
 
     A          B             C 
Figuur 13. Drie verschillende beelden met technieken om de aantasting te verduidelijken op basis van de 
kleuren- en fluorescentieopname op tijdstip t=6. 
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 3.5 Trichoderma harzianum (Groene schimmel) 
De kleurenopnames laten verschillende fasen van een infectie zien. In het kleurenbeeld zijn op t=0 sommige 
aantastingen (A en B) reeds duidelijk zichtbaar (Figuur 14). In het fluorescentiebeeld is op dat tijdstip bij A 
een versterkt signaal zichtbaar (Figuur 15). Later verdwijnt dit weer en is er alleen doving van de 
fluorescentie zichtbaar. De aantastingen C  en D zijn pas op t=17 respectievelijk t=41 zichtbaar. Het maakt 
hierbij niet uit of hierbij naar het kleurenbeeld of fluorescentiebeeld gekeken wordt. 
 
    t=0          t=17           t=24            t=41 
A 
C 
B 
Figuur 14. Vier k
De weergegeven
 
 
    t=0 
C 
B 
Figuur 15. Vier fl
De weergegeven
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leurenbeelden van witte champignons met infecties van Trichoderma harzianum.  
 tijd (t) is het aantal verstreken uren tussen de eerste en de volgende opnames. 
         t=17           t=24            t=41 
A Versterkt 
signaal 
D D
Cuorescentiebeelden van
 tijd (t) is het aantal vers
 Plant & Omgeving B.V.  witte champignons met infecties v
treken uren tussen de eerste en d
12an Trichoderma harzianum.
e volgende opnames.  
  
 4 Discussie 
Uit het onderzoek komt naar voren dat bij gezonde paddestoelen altijd een lichte fluorescentie optreedt. 
Deze fluorescentie kan door een aantal factoren beïnvloed worden. Indien de paddestoel donkerder is, 
donkere delen vertoont of er door afronding schaduwwerking optreedt, dan is ook het fluorescentiesignaal 
zwakker. Hiermee vertoont het fluorescentiebeeld sterke gelijkenis met het normale kleurenbeeld. 
Bij aantasting van licht gekleurde paddestoelen door pathogenen neemt de fluorescentie op de aangetaste 
delen sterk af. Dit patroon is niet wezenlijk anders dan hetgeen in de kleurenbeelden zichtbaar is. Vaak zijn 
de aantastingen in het kleurenbeeld al eerder zichtbaar dan in het fluorescentiebeeld. Dit betekent dat het 
met fluorescentiebeelden niet mogelijk is om aantastingen door pathogenen vroegtijdig aan te tonen. Ook 
de combinatie van fluorescentie met kleurenbeelden levert geen verbetering op. Wel is het mogelijk om 
door gebruik te maken van de kleurinformatie in het kleurenbeeld de aantastingen wat duidelijker zichtbaar 
te maken. Hierdoor is het mogelijk om bij toekomstige vision systemen een waarschuwingssysteem te 
ontwikkelen waarbij aantastingen snel weergegeven kunnen worden. 
Momenteel loopt er bij PPO-Paddestoelen een onderzoek naar moleculaire detectietechnieken om 
vroegtijdig pathogenen op te sporen. Dit jaar zal de techniek geoptimaliseerd worden en tot implementatie 
worden overgegaan. 
In enkele gevallen treedt er een opvallend sterke fluorescentie op, op plaatsen waar sterke aantastingen 
zijn. Dit verschijnsel treedt echter niet alleen op bij aantastingen maar het komt ook regelmatig in de steel 
voor. Ook bij gezonde exemplaren treedt het op. Het is daarom niet een specifiek fenomeen voor 
aantastingen en kan hierdoor niet gebruikt worden voor het opsporen van ziekten. 
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 5 Conclusies 
Uit dit onderzoek komt het volgende naar voren: 
 
• Met de hier gebruikte nieuwe fluorescentietechniek is het mogelijk hoge resolutiebeelden te verkrijgen 
van paddestoelen zonder storende achtergrond (van vergelijkbare kleuren). Gezonde paddestoelen 
leveren een zeer egaal/homogeen beeld. 
 
• Het fluorescentiesignaal wordt sterk beïnvloed door de kleur van de paddestoel. Naarmate de kleur van 
de hoed donkerder is, is het signaal zwakker. 
 
• Het fluorescentiebeeld is niet in staat om aantastingen door pathogenen sneller aan te tonen dan een 
kleurenbeeld. 
 
• Incidenteel voorkomende versterkingen van het fluorescentiesignaal zijn niet specifiek gekoppeld aan 
aantasting door pathogenen. 
 
• Ook bij gezonde delen van de paddestoel komt versterking van het fluorescentiesignaal voor.  
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 6 Suggesties voor verder onderzoek 
Op basis van de resultaten in dit verkennend onderzoek wordt geen vervolgproject voorgesteld om 
fluorescentietechnieken te gebruiken voor het vroegtijdig herkennen van ziekten.  
 
• In de toekomst kunnen vision systemen mogelijk wel geschikt gemaakt worden om op basis van 
kleurinformatie te waarschuwen voor mogelijke infecties. Hiervoor dienen speciale beeldanalyse 
algoritmes ontwikkeld te worden. 
 
• Uit verkennende experimenten blijkt dat het fluorescentiebeeld zeer gevoelig is voor de waterstatus, 
ook in gesneden paddestoelen. Dit biedt mogelijkheden voor een selectie op versheid. 
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